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© Upide in wissriger Phase. 



© Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues, vorteilhaf- 
tea Verfahren zur Herstellung von unilamellaren Upoaomen 
in wdssriger Phase durch UeberfQhren einer geeigneten 
Lipidkomponente, z.B. Phosphatidsaure, in die ionische 
Form, indem man die Upiddispersion einer pH-Aenderung 
unterwirft und anschliessend neutral isiert. Die Bildung der 
unilamellaren Liposome erfotgt spontan d.h. ohne zuaStzli- 
che aussere Energiezufuhr. Die verfahrensgemass erhSltli- 
chen Liposome kdnnen ats Trfiger von Wirkatoffen unter- 
achiedlichster Art therepeutisch verwendet warden. 
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Lipide in wSssriger Phase 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
von unilamellaren Liposomen in vassriger Phase. 

Liposomen sind in der Literatur in zahlreichen Veroffentlichungen 
beschrieben worden. Ihr Aufbau und ihre Verwendung ist Gegenstand 
vieler Untersuchungen. Man unterscheidet unilamellare Liposomen mit 
einer Doppelschicht aus Lipiden von multilamellaren Liposomen mit 
mehreren Doppelschichten aus Lipiden, die zwiebelformig angeordnet 
sind. 

Unilamellare Liposomen haben eine kugelf ormige Hulle und beispielsweise 
einen Durchmesser von ca. 200 bis 50000 A, vorzugsveise ca. 200 bis 
30000 A. Die kugelforaige Hiille besteht aus einer Doppelschicht der 
Lipidkomponenten, z.B. amphipatischen Lipiden, z.B. Phospholipiden, 
z.B. PhosphatidsMure, Lecithin oder Kephalin, und gegebenenfalls neu- 
tral en Lipiden, z.B. Cholesterin. Diese Doppelschicht umschliesst einen 
Xnnenraum, der eine wassrige Phase enthSlt. Unilamellare Liposomen 
werden auch als "Vesikel" bezeichnet. 

Es besteht grosses Interesse an der therapeutischen Verwendung von 
Liposomen als Trager von Wirkstoffen unterschiedlichster Art. So 
sind Liposomen als Trager von Proteinen, z.B. Antikorpern oder Enzyraen, 
Hormonen, Vitaminen oder Genen oder zu analytischen Zwecken als 
Trager von markierten Verbindungen vorgeschlagen worden. Als Beispiel 
* sei die US-Patentschrift 3,993,754 genannt, welche ein chemotherapeu- 
tisches Verfahren bei der Behandlung von Tumorzellen unter Verwendung 
von Liposomen als TrSger zum Gegenstand hat. 
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Der betref fende Wirkstoff vird entweder bei der Bildung der Liposomen 
Oder nachtrSglich durch Diffusion verkapselt. Die Herstellung von 
Liposoroen und die Verkapselung des Wirkstoffs kann auf verschiedene 
Weise erfolgen und ist in dem Uebersichtsartikel "Liposomes-Problems 
and promise as selective drug carriers" von Kaye, St. B., Cancer 
Treatment Reviews (1981) 8, 27-50, beschrieben. Weitere Verfahren zur 
Herstellung von Liposomen weeks Verkapselung von Wirkstoffen sind 
ebenfalls durch Barenholz et al. in Biochemistry, Vol 16, No, 12, 
2806-2810, sowie in den Deutschen Offenlegungsschriften (DOS) 
28 19 855, 29 02 672, 25 32 317 und 28 42 608, in der US-Patent schr if t 
4,053,585 und in der EuropSischen Patentanmeldung 36 676 beschrieben. 



Man 16st beispielsweise die Lipidkomponenten, 
z.B. Phospholipide, z.B. PhosphatidsSure, Lecithin oder 
Kephalin, und gegebenenfalls neutrale Lipide, z.B. Cholesterin, in 
einera organischen LBsungsmittel, z.B. Chloroform oder Benzol, auf. 
Kach dem Eindampfen bleibt eine homogene Schicht, z.B. eine Film- 
schicht, der betreffenden Lipidkomponenten zuruck. Man dispergiert 
anschliessend die Lipidkomponenten in einer vassrigen Phase, welche 
den betreffenden Wirkstoff enthSlt, z.B. durch Schiitteln. Bei der 
anschliessenden Behandlung mit Ultraschall bilden sich unilamellar 
Liposomen, welche den Wirkstoff verkapseln. 

Kach vielen bisher bekannt gewordenen Verfahren erhSlt man wassrige 
Phasen sowohl mit Mischungen von unilamellaren als auch multilamella- 
ren Liposomen, wobei Struktur und GrBsse dieser Liposomen zufdllig 
und kaum beeinf lussbar sind und betrachtlich variieren kSnnen. 
VSssrige Phase mit iiberwiegendem Anteil an unilamellaren Liposomen 
erhSlt man bisher nur mit apparativ aufwendigen Herstellungsverfahren, 
z.B. durch Ultraschallbehandlung, Dialysieren oder Gelf iltration. 
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Nach dem Verfahren der vorliegenden Erf indung lassen sich auf einfache 
Weise vassrige Phasen mit einem hohen bis fast quantitativen Anteil 
an unilamellaren Liposomen herstellen, velche kleine unilamellare 
Liposomen (KUL) mit einem Durchmesser von ca. 200 - 600 A und gross e 
unilamellare Liposomen (GUL) mit einem Durchmeaser von ca, 
600 - 3000 A enthalten kSnnen. Ein besonderer Vorteil des erfindungs- 
geraassen Verfahrens besteht darin, dass man KUL und GUL von relativ 
einheitlicher Grosse erhait und dass man das MengenverhMltnis von 
KUL zu GUL in der dispersen Phase variieren kann. Mittels geeigneter 
Trennmethoden, z.B. Gelf iltration oder einer Ultraf iltrationszelle, 
kann man kleine von grossen unilamellaren Liposomen abtrennen. 

Die vorliegende Erf indung betriff t ein Verfahren zur Herstellung von 
unilamellaren Liposomen, dadurch gekennzeichnet, dass man 

a) ein Lipid der Formel 



worin m null oder ein ist, einer der Keste R^ und Rj Wasserstoff, 
Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen und der andere Rest Alkyl, 
Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atomen oder Acyloxy 
mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff oder Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen 
und R^ Wasserstoff, Niederalkyl mit 1-7 C-Atomen, einen Kohlehydrat- 
rest mit 5-12 C-Atomen oder, wenn R^ und R^ Wasserstoff oder Hydroxy 
und R^ Wasserstoff bedeuten, einen Steroidrest bedeuten, und ein 
geeignetes zus&tzliches Lipid und/oder eine FettsSure und ein geeigne- 
tes zusMtzliches Lipid mit Ausnahme eines Sterins oder 

ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, Rj und R 2 unab- 
hangig voneinander Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 
10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R^ und R^ Wasserstoff 
bedeuten und gegebenenf alls ein geeignetes zusStzliches Lipid 
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in wMssriger Phase ©it einem pH-Wert grBsser als 7 dispergiert, oder 

b) ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, einer der Reste 
R : und R 2 Wasserstoff, Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen und 
der andere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 
C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff und R^ durch 
eine Annnoniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeuten, und gegebenen- 
falls ein geeignetes zusBtzliches Lipid oder 

ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, ^ und R 2 unabhMn- 
gig voneinander Alkyl, Alkenyl oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atomen 
oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff und R^ durch eine 
Ammonioniederalkylammoniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeuten, 
und ein geeignetes zusMtzliches Lipid in vfissriger Phase mit einem 
pH-Wert kleiner als 7 dispergiert, und, wenn notwendig, die wSssrige 
Phase neutralisiert und, wenn erwunscht, die erhMltlichen unilamellaren 
Liposomen anreichert und/oder abtrennt. 

Die weiter vorn und im f olgenden verwendeten allgemeinen Begrif fe 
haben im Rahmen der vorliegenden Beschreibung vorzugsweise die fol- 
genden Bedeutungen: 

Verfahren a) 

Niederalkyl R^ R 2 oder R 3 mit 1-A C-Atomen ist 2.B. bevorzugt Methyl, 
ferner Aethyl, n-Propyl, oder n-Butyl. 

Alkyl Rj oder R 2 ist vorzugsweise n-Decyl, n-Undecyl, n-Dodecyl (Lauryl), 
n-Tridecyl, n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentadecyl, n-Hexadecyl (Cetyl), 
n-Octedecyl (Stearyl) oder n-Eicosyl (Aracninyl) , ferner n-Heptadecyl 
oder n-Nonadecyl. 
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nrHeptadecyl oder n-Nonadecyl. 

Alkenyl oder R 2 ist vorzugsweise 9-cis-Dodecenyl (Lauroleyl), 
9-cis-Tetradecenyl (Myristoleyl) , 9-cis-Hexadecenyl (Palmitoleinyl) , 
6-cis-Octadecenyl (Petroselinyl) , 6-trans-0ctadecenyl (Petroselaid- 
inyl), 9-cis-0ctadecenyl (Oleyl), 9-trans-0ctadecenyl (Elaidinyl) 
oder 9-cis-Eicosenyl (Gadoleinyl) , f enter 1-Decenyl, 1-Undecenyl , 
1-Dodecenyl, 1-Tridecenyl, 1-Tetradecenyl, 1-Pentadecenyl, 1-Hexa- 
decenyl, 1-Heptadecenyl, 1-Octadecenyl, 9-cis-12-trans-Octadecadienyl 
(Linolyl), 9-trans-12-trans-0ctadecadienyl (Linolaidinyl) , 9-cis-12- 
cis-Octadienyl (Linoleyl) , 9-cis-ll-trans-13-trans-Octadecatrienyl 
(p-Elaostearinyl), 9-cis-12-cis-15-cis-Octadecatrienyl (Linolenyl) , 
9-, 11-, 13- 15-0ctadecatetraenyl (Parinaryl) , 1-Nonadecencyl, 
1-Eicosenyl, 5-, 11-, 14-Eicosatrienyl oder 5-, 8- f 11-, 14-Eicosa- 
tetraenyl (Arachidonyl) . 

Alkoxy R^ oder R,, ist vorzugsweise n-Decyloxy, n-Dodecyloxy (Lauryloxy), 
n-Tetradecyloxy (Myristyloxy) , n-Hexadecyloxy (Cetyloxy) , n-Octadecyl- 
oxy (Stearyloxy) oder n-Eicosyloxy (Arachinyloxy) , femer n-Undecyloxy, 
n-Tridecyloxy, n-Pentadecyloxy, n-Heptadecyloxy oder n-Nonadecyloxy. 

Alkenyloxy R 1 oder R 2 ist vorzugsweise 9-cis-Dodecenyloxy (Lauroleyloxy), 
9-cis-Tetradecenyloxy (Myristoleyloxy) , 9-cis-Hexadecenyl oxy (Palmito- 
leinyloxy), 6-cis-0ctadecenyloxy (Petroselinyloxy) , 6-trans-0ctadecenyl- 
oxy (Petroselaidinyloxy), 9-cis-0ctadecenyloxy (Oleyloxy), 9-trans- 
Octadecenyloxy (Elaidinyloxy) oder 9-cis-Eicosenyl (Gadoleinyloxy) , 
femer 1-Decenyloxy, 1-Undecenyloxy, 1-Dodecenyloxy, 1-Tridecenyloxy, 
1-Tetradecenyloxy, 1-Pentadecenyloxy, 1-Hexadecenyloxy, 1-Heptadecenyl- 
oxy, 1-Octadecenyloxy, 9-cis-12-trans-Octadecadienyloxy (Linolyloxy) , 
9-trans-12-trans-0ctadecadienyloxy (Linolaidinyl oxy) , 9-cis-12-cis- 
Octadienyloxy (Linoleyloxy) , 9-cis-ll-trans-13-trans-Octadecatrienyl- 
oxy (p-Elaostearinyloxy), 9-cis-12-cis-15-cis-Octadecatrienyloxy 
(Linolenyloxy), 9-, 11-, 13-, 15-0ctadecatetraenyloxy (Parinaryloxy) , 
1-Nonadecenyloxy, 1-Eicosenyloxy, 5-, 11-, 14-Eicosatrienyloxy oder 
5-, 8-, 11-, 14-Eicosatetraenyloxy ( Arachidonyl oxy ) . 
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Acyloxy Rj Oder Rj mit je 10-50 C-Atomen ist beispielsweise Alkanoyloxy, 
durch ein aromatisches Ringsystem substituiertes Alkanoyloxy oder 
Alkenoyloxy. 

Alkanoyloxy R 1 oder R 2 ist vorzugsweise n-Decanoyloxy, n-Dodecanoyloxy 
(Lauroyloxy) , n-Tetradecanoyloxy (Myristoyloxy) , n-Hexadecanoyloxy, 
n-Hexadecanoyloxy (Palmitoyloxy) , n-Octadecanoyloxy (Stearoyloxy) oder 
n-Eicosoyloxy (Arachinoyloxy) , ferner n-Undecanoyloxy, n-Tridecanoyl- 
oxy, n-Pentadecanoyloxy, n-Heptadecanoyloxy oder n-Nonadecanoyloxy. 

Durch ein aromatisches Ringsystem substituiertes Alkanoyloxy Rj oder 
R 2 ist beispielsweise Phenyl-n-alkanoyloxy, worin der Phenylrest sich 
in OJ-Stellung des Alkanoyloxyrests befindet, z.B. Phenyl-n-butyryl- 
oxy, -n-pentanoyloxy, -nrhexanoyloxy, -n-heptanoyloxy, -n-octanoyloxy, 
-ir-nonanoyloxy, -n-decanoyloxy, -n-undecanoyloxy oder Phenyl-n-dodeca- 
noyloxy, 3- oder 4-, vorzugsweise 4-Alkylphenyl-n-alkanoyloxy , worin 
der Alkylphenylrest sich in oJ-Stellung des Alkanoyloxyrests befindet, 
z.B. 4-n-Butyl-, 4-n-Pentyl-, 4-n-Hexyl-, 4-n-0ctyl-, 4-n-Decyl- oder 
4-n-Dodecylphenyl-n-butyryloxy, -n-pentanoyloxy-, n-hexanoyloxy, 
-n-octanoyloxy, -n-decanoyloxy oder -n-dodecanoyloxy, Pyren-l-yl-n- 
alkanoyloxy, worin der Pyrenrest sich in U> -St el lung des Alkanoyloxy- 
rests befindet, z.B. Pyren-l-yl-n-butyryloxy, -n-pentanoyloxy, 
-n-hexanoyloxy, -n-octanoyloxy, -n-decanoyloxy oder Pyren-l-yl-decanoyl- 
oxy, Oder 6- oder 8-Alkylpyren-l-yl-n-alkanoyloxy, worin der Alkyl- 
pyren-l-ylrest sich in U>-Stellung des Alkanoyloxyrests befindet, z.B. 
6- oder 8-Niederalkyl-, z.B. 6- oder 8-Aethylpyren-l-yl-n-butyryloxy, 
-n-pentanoyloxy, -n-hexanoyloxy, -n-octanoyloxy, -n-decanoyloxy oder 
-n-decanoyloxy, oder 6- oder 8-nrButylpyren-l-yl-n-butyryloxy, 
-n-pentanoyloxy, -n-hexanoyloxy, -n-octanoyloxy, n-decanoyloxy oder 
-n-dodecanoyloxy, oder 6- oder 8-Alkylpyren-l-yl-n-alkanoyloxy, z.B. 
6- oder 8-n-Decyl-, -n-Dodecyl-, -n-Tetradecyl- t -n-Hexadecyl- oder 
6- oder 8-n-0ctadecylpyren-l-yl-n-butyryloxy, -n-pentanoyloxy, 
n-hexanoyloxy, n-octanoyloxy, -n-decanoyloxy oder -n-dodecanoyloxy. 
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Durch ein aromatisches Ringsystem substituiertes Alkanoyloxy Rj Oder 
R 2 ist vorzugsweise 4-(4-n-Decylphenyl)-decanoyl, 4-(Pyren-l-yl)- 
butanoyl, 6-(Pyren-l-yl)-hexanoyl, 8-(Pyren-l-yl)-octanoyl, 10-(Pyren- 
l-yl)-octanoyl, 6-(6- oder 8-Aethylpyren-l-yl)-octanoyl, 6-(6- oder 

8- n-Butylpyren-l-yl)-hexanoyl und 10- (6- oder 8-n-0ctadecylpyren-l-yl)- 
decanoyl. 

Alkenoyloxy ^ oder R 2 ist vorzugsweise 9-cis-Dodecenyloxy (Lauroleoyl- 
oxy), 9-cis-Tetradecenoyloxy (Myristoleoyloxy) , 9-cis-Hexadecenoyloxy 
(Palmitoleinoyloxy), 6-cis-0ctadecenoyloxy (Petroselinoyloxy), 
6-trans-0ctadecenoyloxy (Petroselaidinoyloxy) , 9-cis-0ctadecenoyloxy 
(Oleoyloxy), 9-trans-0ctadecenoyloxy (Elaidinoyloxy) oder 9-cis-Eico- 
senoyl (Gadoleinoyloxy) , ferner 9-cis-12-trans-Octadienoyloxy (Linoloyl), 

9- trans-12-trans-Octadecadienoyloxy (Linolaidinoyloxy) , 9-cis-12-cis- 
Octadienoyloxy (Linoleoyloxy) , 9-cis-ll-trans-13-trans-0ctadecatrie- 
noyloxy (Linolenoyloxy) , 9-, 11-, 13-, 15-Octadecatetraenoyloxy 
(Parinaroyloxy) , 5-, 11-, H-Eicosatrienoyloxy oder 5-, 8-, 11-, 
14-Eicosatetraenoyloxy (Arachidonoyloxy) . 

Niederalkyl R^ mit 1-7 C-Atomen ist z.B. Methyl, Aethyl, Isopropyl, 
n-Propyl, Isobutyl oder n-Butyl, und kann durch saure Gruppen, z.B. 
Carboxyl oder Sulfo, basische Gruppen, z.B. Amino, Niederalkylamino, 
z.B. Methyl- oder Aethylamino, Diniederalkyl amino, z.B. Dimethyl- oder 
Diathylamino, saure und basische Gruppen, z.B. Carboxy und Amino, wobei 
die Aminogruppe sich in o-Stellung zur Carboxy lgruppe befindet, eine 
Triniederalkylamnoniogruppe, z.B. Trimethyl- oder TriHthylammonio, 
freie oder veratherte Hydroxygruppen, wobei zwei verStherte Hydroxy- 
gruppen durch einen bivalenten Kohlenwasserstoffrest, z.B. durch 
Methylen, Aethylen, Aethyliden, 1,2-Propylen oder 2,2-Propylen, mit- 
einander verbunden sein konnen, Halogen, z.B. Chlor oder Brom, Hieder- 
alkoxycarbonyl, z.B. Methoxy- oder Aethoxycarbonyl, oder durch Nieder- 
alkansulfonyl, z.B. Methansulfonyl, substituiert sein. 
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Substituiertes Kiederalkyl R^ mit 1-7 C-Atomen ist vorzugsweise 
Carboxyniederalkyl , z.B. Carboxymethyl , 2-Carboxyathyl oder 3-Carboxy- 
n-propyl, Aminoniederalkyl, z.B. Aminomethyl, 2-ArainoHthyl oder 
3-Amino-n-propyl, Niederalkylaminoniederalkyl, z.B. Methyl- oder 
Aethylaminomethyl, 2-MethylaminoMthyl oder 3-Methylamino-n-propyl, 
Diniederalkylaminoniederalkyl, z.B. Dimethyl- oder Diathylaminomethyl, 
2-Dimethylaminoathyl oder 3-Dimetbylamino-n-propyl, t»> -Amino- -car boxy- 
niederalkyl, z.B. 2-Amino-2-carboxyathyl oder 3-Amino-3-carboxy-n-propyl , 
Triniederalkylammonioniederalkyl, z.B. 2-Trimethyl- oder 2-Triatnyl- 
anmonioathyl oder 3-Triaethyl- oder 3-Triathylammonio-n-propyl, 
Hydroxyniederalkyl, z.B. 2-HydroxyHthyl oder 2,3-Dihydroxypropyl, 
Niederalkoxyniederalkyl, z.B. Methoxy- oder Aethoxymethyl, 2-Methoxy- 
Htbyl oder 3-Methoxy-n-propyl, Niederalkylendioxyniederalykl, z.B. 
2,3-Aethylendioxypropyl oder 2,3-(2,2-Propylen)-dioxypropyl, oder 
Halogenniederalkyl, z.B. Chlor oder Brommethyl, 2-Chlor- oder 2-Brom- 
atbyl, 2- oder 3-Chlor- oder 2- oder 3-Brom-n-propyl . 

Ein Kohlenhydratrest mit 5-12 C-Atomen ist beispielsweise ein 
oaturlicher Monosaccharides t, der sich von einer als Aldose oder 
Ketose vorliegenden Pentose oder Hexose ableitet. 

Eine als Aldose vorliegende Pentose ist z.B. D-Ribose, D-Arabinose, 
D-Xylose oder D-Lyxose. 

Eine als Ketose vorliegende Pentose ist z.B. D-Ribulose oder 
D-Xylulose. 

Eine als Aldose vorliegende Hexose ist z.B. D-Allose, D-Altrose, 
D-Glucose, D-Mannose, D-Galactose oder D-Talose. 
Eine als Ketose vorliegende Hexose ist z.B. D-Fsicose, D-Fructose, 
D-Sorbose oder D-Tagatose. 

Eine Hexose liegt vorzugsweise in zyklischer Form vor, z.B. als 
Pyranose (Aldose), z.B. o- oder B-D-Glucopyranose, oder als Furanose, 
z.B. a- oder p-D-Fructofuranose. Der Pyranosylrest ist vorzugsweise 
durch die in 1- oder 6-Stellung und der Furanosylrest durch in 1- oder 
5-Stellung befindliche Hydroxygruppe mit der Phosphatidylgruppe ver- 
estert. 
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Ein Kohlehydratrest R^ mit 5-12 C-Atomen ist ferner ein naturlicher 
Disaccharidrest, z.B. ein aus zwei Hexosen gebildeter Disaccharidrest, 
der beispielsweise durch Kondensation von zwei Aldosen, z.B D-Glucose 
Oder D-Galactose oder einer Aldose, z.B. D-Glucose mit einer Ketose, 
z.B. Fructose, gebildet vird. Aus zwei Aldosen gebildete Disaccharide, 
z.B. Lactose oder Maltose, sind vorzugsweise iiber die in 6-Stellung des 
betreffenden Pyranosylrests befindliche Hydroxygruppe mit der 
Phosphatidylgruppe verestert. Aus einer Aldose und einer Ketose gebil- 
dete Disaccharide, z.B. Saccharose, sind vorzugsweise iiber die in 
6-Stellung des Pyranosylrests oder iiber die in 1-Stellung des Furanosyl- 
rests befindliche Hydroxygruppe mit der Phosphatidylgruppe verestert. 

Ein Kohlehydratrest R^ mit 5-12 C-Atomen ist ferner ein derivatisierter 
Mono- oder Disaccharidrest, worin beispielsweise die Aldehydgruppe 
und/oder ein oder zwei endstSndige Hydroxygruppen zu Carboxylgruppen 
oxydiert sind, z.B. ein D-Glucon-, D-Glucar- oder D-GlucoronsSurerest, 
welche vorzugsweise als zyklische Lactonreste vorliegen. Ebenso konnen 
in einem derivatisierten Mono- oder Disaccharidrest Aldehyd- oder Keto- 
gruppen zu Hydroxygruppen reduziert sein, z.B. Inosit, Sorbit oder 
D-Mannit, oder Hydroxygruppen durch Wasserstoff, z.B. Desoxyzucker, z.B. 

2- Desoxy-D-ribose, L-Rhamnose oder L-Fucose, oder durch Aminogruppen, 
z.B, Aminozucker, z.B. D-Glucosamin oder D-Galactosamin, ersetzt 
sein. 

Ein Kohlehydrat R^ kann ebenfalls ein durch Umsetzung eines der genann- 
ten Mono- oder Disaccharide mit einem starken Oxydationsmittel, z.B. 
PerjodsSure, gebildetes Spaltprodukt sein. 

Ein Steroidrest R^ ist beispielsweise ein Sterinrest, der iiber die in 

3- Stellung des Steroidgeriists befindliche Hydroxygruppe mit der Phos- 
phatidylgruppe verestert ist. 

Ein Sterinrest ist beispielsweise Lanosterin, Sitosterin, Koprostanol, 
Cholestanol, GlykocholsSure, Ergosterin oder Stigmasterin, vorzugs- 
weise Cholesterin. 
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Wenn R 4 einen Steroidrest darstellt, sind Rj und R 2 vorzugsweiae 
Hydroxy und R 3 ist Wasserstoff. 

Eine Fettsaure ist bcispielsweise eine gesSttigte oder ungesSttigte 
aliphatische CarbonsSure mit 4 bis 26, bevorzugt 10 bis 20,Kohlen- 
stoffatomen. 

Eine gesfittigte aliphatische CarbonsSure ist beispielsweise eine 
geradkettige aliphatische CarbonsSure mit 10 bis 20 Kohlenstoffato- 
men, z.B. CaprinsSure (C-10) , UndecansSure (C-ll), LaurinsSure (C-12), 
Tridecansaure (C-13) , MyristinsSure (C-14), PentadecansSure (C-15), 
PalmitinsSure (C-16), MargarinsSure (C-17) , StearinsSure (C-18), 
NonadecansSure (C-19) oder Arachinsaure (C-20). 

Eine gesSttigte aliphatische CarbonsSure ist beispielsweise eine ver- 
zweigtkettige aliphatische CarbonsSure mit 10 bis 20 Kohlenstoffato- 
tnen, z.B. IsomyristinsSure (C-14), Isopalmitinsaure (C-16), Isostearin- 
saure (C-18). 

Eine ungesSttigte aliphatische CarbonsSure mit 10-20 Kohlenstof fatomen 
hat beispielsweise eine gerade Anzahl von Kohlenstoffatomen und bis zu 
fiinf Doppelbindungen und ist beispielsweise MyristoleinsSure (C-14), 
PalmitoleinsSure (C-16), PalmitaleidinsSure (C-16), Petroselinsaure 
(C-16), OelsSure (C-18), ElaidinsSure (C-18), VaccensSure (C-18), 
Linolsaure (C-18), Linolelaidinsaure (C-18), LinolensSure (C-18), 
cis-Eices-5-ensSure (C-20), cis-ll-EicosensSure, 11,14-Eicosadien- 
sSure, 11-, 14-, 17-Eicosatriensaure, ArachidonsSure oder 5-, 8-, 11-, 
14-, 17-Eicosapentaen6Sure. 

Die betreffende FettsSure kann in undissoziierter Form oder in Form 
eines Salzes, z.B. als Alkalimetall-, z.B. Natrium- oder Kaliumsalz, 
vorliegen. 
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Ein geeignetes zusStzliches Lipid ist beispielsveise ein Lipid der 
Formel A, vorin m null oder eins ist, R 1 und R 2 unabhSngig voneinander 
Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atomen oder 
Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff und R^ Wasserstoff oder 
Niederalkyl mit je 1-7 C-Atomen, einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Ato- 
men oder einen Steroidrest bedeuten. 

Rj, R 2 und R 3 haben die veiter vorn genannten Bedeutungen. R^ ist 
ausserdem durch Triniederalkylammonio, z.B. Trimethylammonio, substi- 
tuiertes Niederalkyl, z.B. 2-Trimethylammonioathyl (Cholinyl). 

Ein geeignetes zusMtzliches Lipid ist vorzugsweise ein Lipid der For- 
mel A, vorin R^ und R 2 Acyloxy, Rj Wasserstoff und R^ 2-Trimethyl- 
ammonioathyl oder 2-AminoSthyl darstellen. 

Ein solches zusMtzliches Lipid ist z.B. ein natiirliches Lecithin, 
z.B, Ei-Lecithin oder Lecithin aus Sojabohnen, wenn R^ 2-Trimethyl- 
ammonioathyl bedeutet, und ein natiirliches Kephalin, z.B. Ei-Kephalin 
oder Kephalin aus Sojabohnen, wenn R^ 2-AminoHthyl bedeutet. 

Ausserdem sind als zusStzliche Lipid e synthetische Leci thine 
(R^ « 2-Trimethylammonioathyl) und synthetische Kephaline 
(R^ e 2-Aminoathyl) der Formel A bevorzugt, worin R^ und R^ identische 
Acyloxyreste, z.B. Lauroyloxy, Oleoyloxy, Linoyloxy, Linoleoyloxy oder 
Arachinoyloxy bedeuten, z.B. Dilauroyl-, Dimyristoyl-, Dipalmitoyl-, 
Distearoyl-, Diarachinoyl-, Dioleoyl-, Dilinoyl-, Dilinoleoyl-, oder 
Diarachinoyllecithin oder -kephalin, R^ und R^ verschiedene Acyloxy- 
reste, z.B. R^ Palmitoyloxy und R 2 Oleoyloxy, z.B. l-Palmitoyl-2- 
oleoyl-lecithin oder -kephalin, R^ und R 2 identische Alkoxyreste, z.B. 
Tetradecyloxy oder Hexadecyloxy , z.B. Ditetradecyl- oder Dihexadecyl- 
lecithin oder -kephalin, Rj Alkenyl und R 2 Acyloxy, z.B. ein Plasma- 
logen (R^ * Trimethylammonio3thyl) , oder Rj Acyloxy, z.B. Myristoyloxy 
oder Palmitoyloxy, und R 2 Hydroxy, z.B. ein natiirliches oder 
synthetisches Lysolecithin oder Lysokephalin, z.B. 1-Myristoyl- oder 
1-Palmitoyllysolecithin oder -kephalin, und R- Wasserstoff darstellen. 
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Ein geeignetes zus&tzliches Lipid ist ferner ein Lipid der Formel A, 
worin m eins ist, Rj Alkenyl, R 2 Acylamido, R 3 Wasserstoff und R^ 
einen 2-TrimethylaninonioHthyl-Rest (Cholinreet) darstellen. Ein 
solches Lipid ist unter dem Namen Sphingomyelin bekannt. 

Ein geeignetes zusStzliches Lipid ist ausserdem ein Lysolecithin- 
Analoges, z.B. l-Lauroyl-l,3-propandiol-3-phosphorylcholin, ein 
Monoglycerid, z.B. Monoolein oder Monomyristin, ein Cerebrosid, ein 
Gangliosid oder ein Glycerid, welches keine freie oder verMtherte 
Phosphoryl- oder Phosphonylgruppe in 3-Stellung enthSlt. Ein solches 
Glycerid ist beispielsweise ein Diacylglycerid oder 1-Alkenyl-l- 
hydroxy-2-acylglycerid mit den genannten Acyl- bzw. Alkenylgruppen, 
worin die 3-Hydroxygruppe durch einen der genannten Koblehydratreste, 
z.B. einen Galactosylrest, verfithert ist, z.B. ein Monogalactosyl- 
glycerin. 

Ein zusatzliches Lipid ist ferner ein neutrales Lipid, welches in Zell- 
merabranen enthalten und nur in apolaren organischen Losungsmitteln, z.B. 
in Chloroform, 16slich ist. Neutrale Lipide sind beispielsweise 
Steroide, z.B. Oestradiol oder Sterine, z.B. Cholesterin, p-Sito- 
sterin, Desmosterin, 7-Keto-Cholesterin oder p-Cholestanol, fett- 
losliche Vitamine, z.B. Vitamin A, z.B. Vitamin oder A 2 » Vitamin E, 
Vitamin K, z.B. Vitamin ^ oder 1^, Vitamin D 2 oder D 3 , oder ein 
beliebiges Protein. 

Bevorzugt enthSlt die wSssrige Dispersion ein Lipid der Formel A, 
worin m eins ist, R 1 Alkyl, z.B. n-Dodecyl (Lauryl), n-Tridecyl, 
n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentacedyl, n-Hexadecyl (Cetyl), n-Hepta- 
decyl oder n-Octadecyl (Stearyl), Alkoxy, z.B. n-Dodecyloxy (Lauryloxy), 
irTetradecyloxy (Myristyloxy), n-Hexadecyloxy (Cetyloxy), oder 
n-Octadecyloxy (Stearyloxy) , Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, 
Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R 2 Wasserstoff oder Hydroxy, R 3 Wasser- 
stoff oder Niederalkyl, z.B. Methyl, und R^ Wasserstoff, Niederalkyl, 
z.B. Methyl oder Aethyl, Niederalkyl substxtuiert durch saure und 



0088046 

- 13 - 

basische Gruppen, z.B. Carboxy und Amino, z.B. Gj-Amino-UJ-carboxy- 
niederalkyl, z.B. 2- Amino- 2- carboxy S thy 1 oder 3-Axnino-3-carboxy-n- 
propyl, Hydroxyniederalkyl, z.B. 2-HydroxyMthyl oder 2,3-Hydroxy- 
propyl, Niederalkylendioxyniederalkyl, z.B. 2,3-Aethylendioxypropyl 
oder 2,3-(2,2-Propylen)-dioxypropyl, Halogenniederalkyl, z.B. 2-Chlor- 
oder 2-Bromathyl, einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atomen, z.B. 
Inosit, oder einen Steroidrest, z.B. ein Sterin, z.B. Cholesterin 
bedeuten, und ein zusiitzliches Lipid der Formel A, worin und 
Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, 
R 3 Was sers toff und R^ 2-Trimethylammonioatbyl oder 2-Aminofithyl bedeu- 
ten. Die wassrige Dispersion kann auch bevorzugt ein Lipid der Formel A, 
worin Rj und R 2 Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy 
oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff und R^ Wasserstoff bedeuten, und 
gegebenenfalls ein zusatzliches Lipid der Formel A, worin R^ und R 2 
Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, 
R 3 Wasserstoff und R^ 2-Trimethylammonioathyl, 2-AminoSthyl , Nieder- 
alkyl substituiert durch saure und basische Gruppen, z.B. Carboxy und 
Amino, z.B. ^-Amino-u)-carboxyniederalkyl, z.B. 2-Amino-2-carboxySthyl 
oder 3-Amino-3-carboxy-n-propyl, oder einen Kohlehydratrest mit 5-12 
C-Atomen bedeuten, z.B. Inosit oder ein Monoglycerid, z.B. Monoolein 
oder Monomyristin, oder ein Sterin, z.B. Cholesterin, enthalten. 

In erster Linie enthalt die wassrige Dispersion eine Lysophosphatid- 
saure, z.B. eine natiirliche LysophosphatidsSure, z.B. Ei-Lysophospha- 
tidsaure, oder eine synthetische LysophosphatidsMure, z.B. 1-Lauroyl-, 
1-Myristoyl- oder 1-PalmitoyllysophosphatidsSure, ein Lysophosphatidyl- 
serin,- z.B. ein natlirliches Lysophosphatidylserin, z.B. Lysophosphatidyl- 
serin aus dem Rinderhirn, oder ein synthetisches Lysophosphatidylserin, 
z.B. 1-Myristoyl- oder 1-Palmitoyllysophosphatidylserin, ein Lysophos- 
phatidylglycerin oder ein Lysophosphatidylinositol und zusfitzlicb ein 
Lecithin, z.B. ein naturliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, oder ein 
Lecithin mit gleichen Acyloxy gruppen, z.B. Dimyristoyl- oder Dipalmi- 
toyllecithin, ein Lecithin mit verschiedenen Acyloxy gruppen, z.B. 
l-Palmitoyl-2-oleoyllecithin, oder zusStzlich ein Kephalin, z.B. ein 
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natCirliches Kephalin, z.B. Ei-Kephalin, oder ein Kephalin mit verschie- 
denen Acyloxygruppen, z.B, l-Palmitoyl-2-oleoylkephalin. 

In erster Linie kann die vassrige Dispersion auch eine natiirliche 
PhosphatidsSure, z.B. Ei-Phosphatidsfiure, eine syntbetische Phosphatid- 
sSure, z.B. Dilauroyl-, Dimyristoyl-, Dipalmitoyl- oder l-Palmitoyl-2- 
oleoylphosphatidsBure, und gegebenenf alls zusMtzlicb ein Lecithin, 
z.B. ein natttrliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, ein Lecithin mit 
gleichen Acyloxygruppen, z.B. Dimyristoyl- oder Dipalmitoyllecithin, 
oder ein Lecithin tnit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. l-Palmitoyl-2- 
oleoyllecithin, oder ein Kephalin, z.B. ein natQrliches Kephalin, z.B. 
Ei-Kephalin oder ein Kephalin mit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. 
l-Palmitoyl-2-oleoylkephalin, oder ein Phosphatidylserin, z.B. ein 
naturliches Phosphatidylserin, z.B. Phosphatidylserin aus dem Rinder- 
hirn, oder ein 6ynthetisches Phosphatidylserin, z.B. Dipalmitoyl- 
phosphatidylserin, ein Monoglycerid, z.B. Monoolein oder Monomyristin, 
oder ein Sterin, z.B. Cholesterin, enthalten. 

Zur Herstellung von unilamellar en Liposomen stellt man zunSchst eine 
homogene Schicht der Lipidkomponenten her. Die Herstellung der homogenen 
Schicht kann in an sich bekannter Weise erfolgen und ist weiter 
hinten im Abschnitt "Herstellung der homogenen Schicht der Lipidkompo- 
nenten" beschrieben. 

Die homogene Schicht dispergiert man in vSssriger Phase und erh&ht 
anschliessend den pH-Wert von solchen vSssrigen Phasen, worin nur 
eine Lipidkomponente, z.B. reine Phosphatid6aure, dispergiert ist, 
bis auf ca. 12, bevorzugt bis auf ca. 9 bis 11. Dies erfolgt beispiels- 
veise durch Zugabe von physiologisch annehmbaren, basischen Losungen, 
z.B. verdiinnter wfissriger, ca. 0,01 - 0,2 N, insbesondere ca. 0,1 N 
Natriumhydroxid- oder Kaliumhydroxid-LBsung, unter gleichzeitiger 
Kontrolle des pH-Werts. z.B. durch Tiipfelprobe oder ein pH-Meter. In 
wMssrigen Phasen, worin mehrere Lipidkomponenten, z.B. PhophatidsSure 
und Lecithin, dispergiert sind, reicht eine ErhBhung des pH-Werts auf 
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ca. 8-9 aue. Man kann diesen pH-Bereich ebenfalls durch Zugabe von 
vSssrigen Basen, z.B. verdiinnter Natronlauge oder Kalilauge, unter 
gleichzeitiger pH-Kontrolle oder durch Zugabe von Puff erlfcsung, z.B. 
PhosphatpufferlBsung mit einem geeigneten pH-Wert von 7 bis 8, ein- 
etellen. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform dispergiert man die homogene 
Schicbt der Lipidkomponenten in wSssrigen Phasen mit einem pH-Wert 
grosser als 7, z.B. in physiologisch annehmbaren, basischen LSsungen, 
z.B. in verdiinnter wHssriger, ca. 0,01 - 0,2 N, insbesondere 0,1 N 
Natriumhydroxid- oder Kaliumhydroxid-Ldsung. Eine Lipidkomponente, 
z.B. reine PhosphatidsMure, dispergiert man in wassrigen Phasen mit 
einem pH-Wert bis ca. 12, bevorzugt ca. 9 bis 11. Mehrere Lipid- 
komponenten, z.B. PhosphatidsMure und Lecithin, dispergiert man in 
wassrigen Phasen mit einem pH-Wert von ca. 8 bis 9. 

Verf ahren b) 

Fiir ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, einer der 
Reste R 1 und R 2 Wasserstoff , Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen 
und der andere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 
10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R^ Wasserstoff und 
R^ durch eine Ammoniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeuten, haben 
R^'und R 2 die weiter vorn unter Verf ahren a) genannten Bedeutungen. 

Durch eine Ammoniogruppe substituiertes Niederalkyl R^ ist beispiels- 
weise durch eine Triniederalkylammoniogruppe, z.B. Trimethyl- oder 
TriSthylammonio, substituiertes Niederalkyl, z.B. 2-Trimethyl- oder 
2-Tr iM thy 1 ammoni oa thy 1 . 

Fur ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, R^ und R 2 
unabhSngig voneinander Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit 
je 10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R^ Wasserstoff 
und R^ durch eine Ammoni oniederalkylammoniogruppe substituiertes 
Niederalkyl bedeuten, haben R^ und R 2 die weiter vorn unter Verf ahren 
a) genannten Bedeutungen. 
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Durch eine Ammonioniederalkylammoniogruppe substituiertes Kiederalkyl 
ist beispie]sweise2-[N,N-Diniederalkyl-N-(2-N , f N l t N f -triniederalkyl- 
aTrroonioathyl)-ammonio]-Hthyl, z.B. 2-[N\N-Dimethyl-N-(2-N\N\N , -tri- 
me thy 1 ammonioa thy 1) -ammonio ) -a thyl . 

Ein geeignete6 zusatzliches Lipid ist eins der weiter vorn unter Ver- 
fahren a) genannten zusatzlichen Lipide. 

Bevorzugt enthSlt die wSserige Dispersion ein Lipid der Fonnel A, vorin 
m eins ist, Rj Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder 
Stearoyloxy, R 2 Hydroxy, R 3 Wa6serstoff und R^ 2-Trimethylammonioathyl 
bedeuten, und ein zusatzliches Lipid der Formel A, vorin R^ und R^ 
Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, 
R 3 Wasserstoff und R^ 2-Aminoathyl oder 2-Trimethylammonioathyl bedeu- 
ten. Die wSssrige Dispersion kann auch bevorzugt ein Lipid der Formel A, 
worin R 1 und R 2 Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy 
Oder Stearoyloxy, R 3 Wasserstoff und R £ 2-[N,N-Dimethyl-lM2-N , ,N' ,N , ■- 
trimethylal^monioathyl)-amInonio]-athyl bedeuten und gegebenenf alls ein 
zusatzliches Lipid der Formel A, worin Rj und * 2 Acyloxy, z.B. Lauroyl- 
oxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R 3 Wasserstoff und 
R^ 2-Aminoathyl oder 2-TrimethylanmonioMthyl bedeuten, enthalten. 

In.erster Linie enthSlt die vassrige Dispersion ein Lysophosphatidyl- 
cholin (Lysolecithin) und ein naturliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin. 
In er6ter Linie kann die wSssrige Dispersion auch ein Phosphatidyl-2- 
[N,N-Dimethyl-N-(2-N ! ,N f ,N f -trimethylammonioathyl)-ammonio]-athyl- 
chlorid und gegebenenf alls ein natttrliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, 
enthalten. 

Zur Herstellung von unilamellaren Liposomen stellt man zunachst eine 
hotnogene Schicht der Lipidkomponenten, z.B. Lysolecithin oder Phopha ti- 
dy 1-2- [N,N-Dimethyl-N-(2-N' ,N f ^'-trimethylammonioathyD-ammonio]- 
athylchlorid, her. 
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Die Herstellung der boraogenen Schicht kann in an sich bekannter Weise 
erfolgen und ist weiter hinten im Abschnitt "Herstellung der homogenen 
Schicht der Lipidkomponenten" beschrieben. 

Die homogene Schicht dispergiert man in vSssriger Phase und erniedrigt 
anschliessend den pH-Wert bis auf ca. 1 oder darunter unter gleich- 
zeitiger Kontrolle des pH-Werts f z.B. durch Tupfelproben oder ein 
pH-Meter. Dies erfolgt beispielsweise durch Zugabe von physiologisch 
annehmbaren SMuren, beispielsweise verdiinnten vSssrigen MineralsSuren, 
z.B. verdiinnter vSssriger Schvef el saure, Salzsaure oder Phosphor saure. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform dispergiert man die homogene 
Schicht der Lipidkomponenten in vSssrigen Phasen mit einem pH-Wert von 
ca, 1 oder Werten darunter, z.B. in verdiinnnten vSssrigen Mineral- 
sSuren, z.B. verdiinnter vSssriger Schwef elsaure, Salzsaure oder 
PhosphorsSure unter gleichzeitiger Kontrolle des pH-Werts. 

Eine anschliessende Neutralisierung der vSssrigen Phasen ist notven- 
dig, venn man zuvor den pH-Wert der vSssrigen Phase gemSss Verfahren a) 
auf Werte hoher als 8 oder gemass Verfahren b) niedriger als 5 einge- 
stellt hat. Dies erfolgt, urn unmittelbar nach der pH-Wert Erniedrigung 
oder Erhohung eine Zerstorung des Wirkstoffs und/oder der Liposomen 
unter basischen bzw. sauren Bedingungen zu vermeiden. Die basisch 
gemachte vSssrige Phase neutralisiert man mit einer geeigneten physio- 
logisch annehmbaren Saure oder einer Puf ferlosung, z.B. Phosphatpuf fer- 
losung mit einem pH-Wert von 7 bis 8. Geeignete Sauren sind beispiels- 
veise die veiter vom genannten verdiinnten vSssrigen MineralsSuren 
sovie schwache organische Sauren, z.B. Ameisensaure oder EssigsSure. 
Die saure vassrige Phase neutralisiert man durch Zugabe von vSssrigen 
Basen, z.B. verdiinnter vSssriger Natrium- oder Kaliumhydroxid-Losung. 
Man neutralisiert unter gleichzeitiger Kontrolle des pH-Werts. 

Die Lipide sind in Konzentrationen bis uber 70% in der vSssrigen 
Phase dispergiert. Der Konzentrationsbereich von ca. IX bis ca. 20Z 
ist bevorzugt. 
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Man arbeitet zveckmSssigerveise bei Raumteraperatur oder hoheren Tenr 
peraturen, z.B. bis ca. 60°C. Falls es die Empfindlichkeit des zu ver- 
kapselnden Wirkstoffs verlangt, fuhrt man das Verfahren unter KUhlen 
und gegebenenfalls in einer InertgasatmosphSre, z.B. Stickstoffatmos- 
phSre, durch. 

Sowohl nach Verfahren a) als auch nach Verfahren b) findet die Bildung 
von unilamellar en Lipososnen spontan (spontaneous vesiculation) , d.h. 
ohne zusStzliche Energiezufuhr von aussen und mit grosser Geschvindig- 
keit, statt. 

Die nach Verfahren a) und b) erhMltlichen unilamellar en Liposomen sind 
in vassriger Phase relativ lange stabil. Beispielsweise bleiben uni- 
lamellar Liposomen bestehend aus Ei-Phosphatidsaure oder Ei-Phosphatid- 
sSure und Ei-Lecithin in wSsseriger Phase bei 4 Q C gelagert mehr als 
14 Tage lang stabil. WMssrige Phasen mit erfindungsgeSss herstellbaren 
unilamellar en Liposomen konnen nach den in der EuropSischen Patent- 
anmeldung 0 065 292 angegebenen Verfahren lagerungsfMhig gemacht 
werden. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen und ihr Gehalt in 
wMssriger Phase lass en sich in an sich bekannter Weise anhand ver- 
schiedener Messmethoden, z.B. optisch in Elektronenmikroskop, durch 
Massenbestimmung in der analytischen Ultrazentrifuge und vor allem 
spektroskopisch, z.B. im Kernresonanzspektrum (V 13 C und 3l P) , nach- 
weisen. So geben beispielsweise scharfe Signale im Kernresonanz- 
spektrum einen Hinweis auf erfolgte Bildung von kleinen unilamellaren 
Liposomen. Der Anteil an gebildeten kleinen unilamellaren Liposomen 
im System kann aus der IntensitZt der Signale berechnet verden. So 
ist im Protonen-Kernresonanzspektrum ein scharfes Methylensignal bei 

1,28 ppm und ein scharfes Methylsignal bei (S« 0,89 ppm fiir kleine 
unilamellare Liposomen, welche aus PhosphatidsSure gebildet verden, 
charakteristi6ch. Kleine. unilamellare Liposomen, welche aus Phosphatid- 
sSure und Lecithin bestehen, zeigen ebenfalls das Methylen- und das 
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Metbylsignal bei 1,28 und O t 89 ppm und zusatzlich ein Methyl- 
signal bei 3,23 ppm, welches der T rime thy lamrooniogruppe des 
Lecithins zugeordnet wird. 

Die Grosse der gebildeten unilamellaren Liposomen ist u.a. von der 
Struktur der Lipidkomponenten, dem MischungsverhMltnis der Lipidkompo- 
nenten, der Konzentration dieser Lipidkomponenten in der wMssrigen 
Phase und von der Menge und Struktur des zu verkapselnden Wirkstoffs 
abhangig. So kann man beispielsweise durch Variation der Konzentration 
der Lipidkomponenten wSssrige Phasen mit einem hohen Anteil an kleinen 
oder grossen unilamellar en Liposomen herstellen. Beispielweise wird 
durch Zugabe von Ei-Phosphatidsaure zur dispersen Phase der Anteil 
an kleinen unilamellar en Liposomen (KUL) erhoht. Der Anteil von GUL in 
einer dispersen Phase lasst sich auch durch Zusatz von Salzen, z.B. 
KaCl oder KC1 erhohen. Der Durchmesser der beispielsweise aus Phospha- 
tidsSure oder PhosphatidsSure und Lecithin gebildeten KUL betragt ca. 
200 - 600 A. Das Einschlussvolumen fiir KUL von dieser GrBsse betrSgt 
ca. 0,5 bis 1 1 pro Mol eingesetzter Lipidkomponente. 

Zusatzlich zu KUL enstehen auch grosse unilamellare Liposomen (GUL- 
Durchmesser bis zu 50,000 A). Diese schliessen grossere Volumina pro 
Mol eingesetzter Lipidkomponenten ein und eignen sich zur Verkapselung 
mit hoherer Ausbeute und zum Einschluss von voluminSsen Materialien, 
z.B* Viren, Bakterien oder Zellorganellen. 

Die Trennung der KUL von GUL erfolgt mittels herkommlicher Trenninetho- 
den, z.B. Gelf iltration, z.B. mit Sepharose 4B als TrSger, oder durch 
Sedimentation der GUL in der Ultrazentrifuge bei 160,000 x g. Beispiels- 
weise setzen sich nach mehrstundigem, ca. dreistundigem, Zentrifugie- 
ren in diesem Schwerefeld die GUL ab, wahrend die KUL dispergiert 
bleiben und dekantiert werden konnen. Nach mehrmaligem Zentrifugieren 
erreicht man eine vollst'dndige Trennung der GUL von KUL. 
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Auch durch Gelf iltration kann man alle in der wassrigen Phase befind- 
lichen Liposomen mit einem Durchmesser grBsser als 600 A, z.B. GUL 
oder multilamellar Liposomen, sowie nicht verkapselte Wirkstoffe und 
uberschttssige, dispergierte Lipide abtrennen und so eine vassrige 
Phase mit einer Fraktion KUL von relativ einheitlicher Grosse. 
erhalten. 

Die erfindungsgemSss erhSltlichen Liposomen (KUL und GUL) sind geeignete 
TrMgersysteme, welche in wSssriger Phase zur Solubilisierung von 
lipophilen Stoffen, z.B. fettloslichen Farbstoffen, zur Stabilisierung 
von hydrolyseempfindlichen Stoffen, z.B. Prostaglandin, zum Ein- 
schluss von SchSdlingsbekiimpfungsmitteln, z.B. zur Veranderung des 
Wirkungsprofils von Dichlorphos, zum Einschluss von Nahrungsmittel- 
zus3tzen, z.B. zwecks Aenderung des Adsorptionsverhaltens von Vitaminen 
oder Farbstoffen, oder zur Einschleusung von verkapselten Wirkstoffen, 
Enzymen, Antikorpern, Hormonen, Genen, Viren, Vitaminen oder Zell- 
organellen in die Zellen einer Zellkultur verwendet werden konnen. 

Kassrige Phasen, welche die erf indungsgemass erhaltlichen Liposome mit ver- 
kapselten Wirkstoffen enthalten, sind Verabreichungssysteme, welche sich, 
gegebenenfalls nach Konzentrierung oder Isolierung der Liposomen, z.B. 
durch Ultrazentrifugieren, zu therapeutischen Zwecken fur die orale 
(p.o.), parenterale (i.v., i.m. oder i.p.) oder topikale Verabreichung 
eignen. 

Bei oraler Verabreichung konnen Verabreichungssysteme auf Liposomen- 
bap is einen Wirkstoff, beispielsweise Insulin, das im Verdauungstrakt 
unbestSndig ist, schutzen oder seine Resorption verbessern. Fiir die 
orale Verabreichung kann die Liposomen-haltige wassrige Phase mit 
pharmazeutisch unbedenklichen Verdunnungsmitteln oder TrSgern oder mit 
ublichen ZusStzen, z.B. Farbstoffen oder Geschmacksstoffen, vermischt 
und als Sirup oder in Form von Kapseln verabreicht werden. 
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Bci parentcraler Verabreichung konnen Verabreichungssysteme auf Lipo- 
somenbasis beispielsweise die Verweilzeit z.B. von Desferrioxamin, 
siche Guilmette R.A. et al., Life Sci. 22 (4) 313-320, 1978, oder 
Gentamycin, siche Scheld W.M. et al., Clin. Res. 26, No. 1, 59 A t 
1978, in einem Organismus verlMngern. Ebenso wird die Verweilzeit von 
verkapselten Chelatbildem, z.B. EDTA (Aethylendiamintetraessigsaure) , 
in Organismen verlangert, so dass man durch Chelatbildung Schwermetalle 
besonders aus Leber, Milz oder Nieren entfernen kann, siehe Rahmann et 
al. , Science, Vol. 180, 300-302, 1973, und J. Lab. Clin. Med. 640-647, 
1974. Mit Verabreichungssystemen auf Liposomenbasis kann man Wirkstof- 
fe im Myokard anreichern, siehe Landesraann et al., Science Vol. 198, 
737-738, 1977. Antiinf lammatorisch virkende Stoffe, z.B. Cortisol, 
siehe Nature 271, No. 5643, 372-73, 1978, oder Proteaseinhibitoren, 
siehe Anal. Biochem. 89, No. 2, 400-07, 1978, kann man in der Gelenk- 
flussigkeit und Cytostatika in Tumorgewebe, siehe Uebersichtsartikel 
von Kaye St. B., Cancer Treatment Reviews 8, 27-50, 1981, und die 
vielen darin zitierten Literaturstellen, anreichern. Manche Chemo- 
therapeutika in der Krebstherapie sind weniger toxisch und besser 
vertraglich, wenn sie in Liposomen verkapselt verabreicht werden, z.B. 
liposomverkapseltes Actinomycin D, siehe Rahman et al., Proceedings 
of the Society for Experimental Biogoly and Medicine 146, 1173-1176, 
1974, Methotrexat, siehe Lesermann L.D. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 
77, No. 7, 4089-93, 1980, Vinblastin, Daunomycin oder Cytosin- 
Arabinosid, siehe Muhlensiepen et al., Cancer Res. 41, Nr. 5, 1602-07, 
1981. Liposomen konnen zur Einschleusung von Wirkstoffen, z.B. Enzymen, 
Peptidhormonen, Genen oder Viren in das Cytoplasma von Zellen in leben- 
den Organismen, z.B. zur Einschleusung von Asparaginase, siehe Ueber- 
sichtsartikel von Finkelstein M. und Weissmann G., J. Lipid Research, 
Vol. 19, 1978, 289-303, von Amyloglucosidase, siehe Gregoriadis G. 
und Ryman B.E., Eur. J. Biochem. 24 (1972), 485-491, oder Neuromi- 
nidase, siehe Gregoriadis et al., Biochem. J. (1974) 140, 232-330, 
zur Verankerung spezifischer Erkennungsmolekule, z.B. monoklonaler 
Antikorpcr, zwecks zielgerichteter Einschleusung in dcfinierte Ziel- 
zellen, siehe Leserman et al. , Nature 293 (5829), 226-228, 1981, zur 
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Immunstiraulation als Adjuvans bei Impfungen, z.B. gegen Leishmaniases 
siehe New R.R.C. et al. Nature 272 (5648) 55-56, 1978, oder zur indu- 
ziertcn Frcisetzung von Wirkstoffen durch Signale wie Tempcraturerho- 
hungen, z.B. in entziindetem Gewebe, oder pH-Wert Aenderungen verwen- 
det werden. FUr die parenterale Verabreichung kBnnen die konzentrierten 
oder isolierten Liposomen in einer geeigneten TrSgerflOssigkeit, bei- 
spielsweise in sterilem destilliertem Wasser oder in physiologischer 
Kochsalzldsung, suspendiert werden. 

Herstellung der horoogenen Schicht der Lipidkomponenten 

Die Herstellung der homogenen Schicht der Lipidkomponenten kann in an 
sich bekannter Weise erfolgen. Beispielsweise 18s t man zunachst das 
Lipid oder Lipidgemisch der Formel A, z.B. reine Ei-PhosphatidsMure 
oder eine Mischung aus Ei-PhosphatidsSure und Ei-Lecithin, gegebenen- 
falls unter Zumischung eines lipophilen Wirkstoffs, z.B. Proteins, 
das bei der Bildung der Liposomen in der Lipidschicht, eingeschlossen 
wird, in einem organischen Losungsnittel auf . Durch Entfernen des 
organischen Losungsmittels, am zweckmassigsten im Vakuum oder durch 
Abblasen im Inertgas, z.B* Stickstoff, stellt man eine homogene Schicht 
der Lipidkomponenten her. 

Die Auswahl des betreffenden LBsungsmittels ist von der Loslichkeit 
der betreffenden Lipidkomponenten darin abhangig. Geeignete Losungs- 
mittel sind beispielsweise unsubstituierte oder substituierte, z.B. 
halogenierte, aliphatische, cycloaliphatische, aromatische oder aro- 
matisch-aliphatische Kohlenwasserstoffe, z.B. Benzol, Toluol, Methylen- 
chlorid oder Chloroform, Alkohole, z.B. Methanol oder Aethanol, Nie- 
deralkancarbonsaureester, z.B. EssigsMureMthylester, Aether, z.B. Di- 
SthylMther, Dioxan oder Tetrahydrofuran, oder Mischungen dieser Lb- 
sungsmittel. 

Die in der Beschreibung der vorliecenden Erfindung erwMhnten Lipide 
.sind bekannt oder kbnnen, falls sie neu sind, in an sich bekannter Weise 
nach den im Standardwerk von Knight C.G. Liposomes, Elsevier 1981. Kapi- 
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tel 3, befindlichen Vorschrif ten hergestellt werdeP. Alle genannten 
Lipide konnen in der wassrigen Dispersion als optisch aktive Derivate 
Oder als Racemate enthalten sein. Die folgenden Beispiele veranschau- 
lichen die Erfindung, ohne sie zu beschrSnken. Temperaturen sind in •• 
Grad Celsius angegeben und MischungsverhMltnisse auf Volumina bezogen. 

Beispiel 1 ; 

a) Man 18st 1 g Ei-PhosphatidsMure in 20 ml einer Chloroform/Methanol 
Mischung (2:1) und dampft diese Loeung im Vakuum in Rotationsverdampf er 
ein. Man dispergiert den filmartigen Riickstand in 20 ml destilliertem 
Wasser durch funf Minuten langes Schutteln, wobei sich ein pH-Wert von 
ca. 3 einstellt. Zur Bildung von unilamellaren Liposomen gibt man an- 
schliessend zur dispersen Phase bei Raumtemperatur unter Kontrolle mit 
einem pH-Meter soviel 0,1 N Natriumhydroxid-Losung, bie der pH-Wert 
auf 11 steigt. Der pH-Wert der wassrigen Phase wird anschliessend 
durch Zugabe von 0,1 N HC1 von 11 bis auf ca. 7 gesenkt. Man erhalt 
eine leicht opaleszierende, wMssrige Phase. 

Die gebildeten unilamellaren Liposomen konnen im Elektronenmikroskop 
sichtbar gemacht werden. Die Liposomendispersion wird zunfichst der 
iiblichen Gefrierbruchmethode (freeze-f racture) unterzogen. Es liegen 
hauptsachlich zwei "Populationen" von unilamellaren Liposomen vor, die 
sich durch ihre durchschnittliche Grosse unter scheiden: 

1. Kleine unilamellar Liposomen (KUL) mit einem Durchmesser von 
ca. 200-600 A und 

2. Grosse unilamellar Liposomen (GUL) mit einem Durchmesser von 
ca. 1,000 - 10,000 A. 

KUL sind im Protonen-NMR-Spektrum durch die Signale 6- 1,28 (Methylen) 
und cf- 0,89 ppm (Methyl) erkennbar. Die Ausbeute an KUL kann aus den 
Intensitaten der Signale abgeschatzt werden und betragt ca. 56 1. 

b) Analog Beispiel la) lost man 4 mal je 10 mg Ei-Phosphatidsaure 
in 4 mal je 0,2 m] einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und dampft 
diese LBsungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den filmartigen . 
Riickstand in 1 ml destilliertem Wasser durch 5 Minuten langes 
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SchOtteln. Zur Bildung von unilamellaren Liposomen gibt man anschlies- 
send zu jeder einzelnen dispersen Phase unter Rontrolle mit einem 
pH-Meter soviel 0,1 N Natriumhydroxid-LBsung bis ein pH-Endwert von 
jeweils 6, 8, 11,3 und 11,6 resultiert. Die Ausbeute an KUL betragt 
mit ansteigendem pH-Wert fur jede Probe 5, 24, 57 und 60 Z. 

Beispiel 2 ; 

a) Man lBst 1 g Ei-Phosphatidsaure in 20 ml einer Chloroform/Methanol 
Mischung (2:1) und dampft diese LBsung im Vakuum ein. Man dispergiert 
den f ilmartigen Riickstand in 50 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid-LBsung 
unter SchOtteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der 
pH-Wert der wassrigen Dispersion wird anschliessend durch Zugabe von 
0,1 H Salzsaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betrSgt 
ca. 100 Z. 

b) Analog Beispiel 2a) 16st man 4 mal je 10 mg Ei-Phosphatidsaure 
in 4 mal je 0,2 ml einer Chloroform^Iethanol MiBchung (2:1) und 
dampft diese LBsungen im Vakuum ein. Man dispergiert jede Probe in 
soviel 0,01 N Natriumhydroxid-LBsung und destilliertem Wasser unter 
Schiitteln, dass sich pH-Werte von ca. 7,3, 8,0, 9,4 und 10,0 einstel- 
len. Die Ausbeute an KUL betrSgt mit ansteigendem pH-tfert fur jede 
Probe 33, 46, 65 und 81 %. 



Beispiel 3 : 

Man lost 0,1 g DilauroylphosphatidsSure in 5 ml einer Chloroform/Metha- 
„ol Mischung (2:1) und dampft diese LBsung im Vakuum ein. Man disper- 
giert den f ilmartigen RUckstand in 50 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid- 
LBsung unter Schutteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. 
Der pH-Wert der wassrigen Dispersion wird anschliessend durch Zugabe 
von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL 
(ca. 300 - 800 A) betrSgt 73 X. 
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Bei spiel 4 : 

a) Man 18st 3 mg Ei-PhosphatidsHure und 7 ing Ei-Lecithin in 0,5 ml 
einer Chlorofor=/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese LBsung im 
Vakuum ein. Man dispergiert den filmartigen RUckstand in 1 ml destil- 
liertem Wasser durch fiinf Minuten langes Schiitteln bei Raumtemperatur, 
worauf sich ein P H-Wert von ca. 3 einstellt. Zur Bildung von unilamel- 
laren Liposomen gibt man anschliessend bei Raumtemperatur unter 
Kontrolle mit einem pH-Meter soviel 0,1 Natronlauge, bis der pH-Wert 
auf ca. 11,2 steigt. Durch Zugabe von Phosphatpufferlbsung stellt man 
anschliessend den pH-Wert der wMssrigen Phase auf ca. 7 ein. Man 
erhalt eine leicht opaleszierende, vMssrige Phase. Die erfolgte Bil- 
dung von unilamellaren Liposomen ist im NMR-Spektrum durch die Signale 
6" 1,28 (Methylen), tf» 0,89 (Methyl) und <£« 3,23 (N-Ci^) erkennbar. 
In der elektronenaikroskopischen Abbildung sind hauptsSchlich zwei 
"Populationen" von unilamellaren Liposomen zu erkennen, die sich durch 
ihre durchschnittliche GrSsse unterscheiden: 

1. KUL mit einec Durchmesser von ca. 200 - 800 A und 

2. GUL mit einer Durchmesser von ca. 1000 - 10,000 A. 
Die Ausbeute an KUL betragt 45 %. 

b) Analog Beispiel 4a) lost man 2 mal je 3 mg Ei-Phosphatidsaure 
und 7 mg Ei-Lecithin in 2 mal je 0,5 ml einer Chloroform/Methanol 
Mischung (2:1) und dampft diese Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert 
jeweils den filcartigen Ruckstand in 1,0 ml destilliertem Wasser durch 
5 Minuten langes Schiitteln. Zur Bildung von unilamellaren Liposomen 
gibt man anschliessend zu jeder einzelnen Phase unter Kontrolle mit 
einem pH-Meter soviel 0,1 N Nat riumhydroxid -LBsung unter Schiitteln, 
bis ein Endwert von 8,6 und 10 eingestellt iet. Die Ausbeute an KUL 
betragt mit ansteigendem pH-Wert 22 und 35 X. 
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c) Analog Beispiel 4a) lost man Proben unterschiedlichen Gehalts an 
Ei-Phosphatidsaure und Ei-Lecithin in je 0,5 ml einer Chlorofoiw 
Methanol Mischung (2:1) und dampft diese Losungen in Vakuum ein. Man 
dispergiert jeweils den filmartigen Riickstand in 1,0 ml destilliertem 
Wasser durch 5 Minuten langes Schutteln. Zur Bildung von unilamellaren 
Liposomen gibt man anschliessend zu jeder einzelnen Phase unter Kontrol- 

le mit einem pH-Meter soviel 0,1 N Natriumhydroxid-Losung unter 

Schutteln, bis sich ein pH-Wert von ca. 11,2 eingestellt hat. 

Die Ausbeute an KUL betragt fur jede Probe mit steigendem Ei-Phosphatid- 

sHuregehalt: 



X-Ei-PhosphatidsSure 


6 


10 


14 


20 


25 


30 


33 


50 


48 


60 


Z-KDL 


5 


9 


14 


17 


19 


20 


27 


39 


41 


50 



Beispiel 5 : 

a) Man lost 0,3 g Ei-PhosphatidsSure und 0,7 g Ei-Lecithin in 10 ml 
einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese Losung im 
Vakuum ein. Man dispergiert diesen RUckstand in 10 ml einer 0,01 8 
Natriumhydroxid-Losung unter Schutteln, vobei sich ein pH-Wert von ca. 
12 einstellt. Der pH-Wert der wMssrigen Dispersion wird anschliessend 
durch Zugabe von 0,1 N Salzs'aure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute 
an KUL betrSgt ca. 30 Z. 



b) Analog Beispiel 5a) lbst man Proben unterschiedlichen Gehalts an 
Ei-Phosphatidlosung und Ei-Lecithin (insgesamt 10 mg Lipid) in je 
0,5 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese 
Losung im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den filmartigen Ruck- 
stand in je 1 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schutteln, 
vobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der wSssrigen 
Dispersion wird auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt 
fur jede Probe mit steigendem Ei-PhosphatidsMuregehalt: 
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Beispiel 6 : 

a) Han lost 0,7 g Ei-Lecithin, 0,3 g Phosphatidylserin aus dem 
Rinderhim und 2 g Ei-PhosphatidsHure in 20 ml einer Chloroform/ 
Methanol Mischung (2:1) und dampft diese LBsung im Vakuum im Rotations- 
verdampfer ein. Man dispergiert den f iltnartigen RUckstand in 100 ml 
0,01 N Natriumhydroxid -LBsung durch funf Minuten langes Schiltteln 

bei Raumtemperatur, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. 
Durch Zugabe von 1 N Salzsaure wird der pH-Wert der wMssrigen Phase 
auf ca. 7 eingestellt. Man erhMlt eine leicht opaleszierende, wMssrige 
Phase. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Beispiel 
la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im ElektTonenmikroskop 
nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbildung sind 
GUL und KDL zu erkennen. 

b) Analog Beispiel 6a) lfist man Proben unterschiedlichen Gehalts an 
Ei-PhosphatidsMure, aber gleicher Menge an Ei-Lecithin und Phospha- 
tidylserin (insgesamt 10 mg Lipid) in je 0,5 ml einer Chloroform/Metha- 
nol Mischung (2:1) und dampft diese LBsungen im Vakuum ein. Man 
dispergiert jeweils den Ruckstand in je 1,0 ml einer 0,01 N Natrium- 
hydroxid-LSsung unter Schutteln, vobei sich ein pH-Wert von ca. 12 ein- 
stellt. Der pH-Wert der vassrigen Dispersion wird anschliessend durch 
Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an 
KUL betragt fflr jede Probe mit steigendem Ei-PhosphatidsMuregehalt: 



%-Ei-PhosphatidsSure 


9 


10 


26 


33 


34 


40 


60 


%-KUL 


14 


18 


26 


36 


47 


43 


64 



Beispiel 7 : 

a) Man 18st 1 g Asolectin (Phospholipid gemisch hauptsfichlich be- 
stehend aus Lecithin, Kephalin, Phosphatidylserin und Phosphatidyl- 
inosit) und 0,2 g Ei-Phosphatidsaure in 20 ml einer Chloroform/Methanol 
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Mischung (2:1) und dampft diese LSsung im Vakuum ein. Man dispergiert 
den filmartigen Ruckstand in 100 ml 0,01 H Natriumhydroxid-L5sung 
durch fiinf Minuten langes Sctuitteln bei Raumtemperatur, wobei sich 
ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Durch Zugabe von 1 N Salzsaure wird 
der pH-Wert der wSssrigen Phase auf ca. .7 gebracht. Man erhMlt eine 
leicht opaleszierende, wfissrige Phase. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Beispiel la) 
spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronenmikroskop 
nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbildung sind 
GUL und KUL zu erkennen. 

b) Analog zu Beispiel 6a).il6st man Proben unterschiedlichen Gehalts 
an Ei-Phospbatidsaure, aber gleicher Menge an Asolectin (insgesamt 
10 mg Lipid) in je 0,5 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) 
und dampft diese LSsungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den 
RUckstand in je 1 ml einer 0,01 II Natriumhydroxid-LBsung unter Schut-. 
teln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der 
wassrigen Dispersion wird anschliessend durch Zugabe von 0,1 N Salz- 
saure auf ca, 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt fur jede 
Probe mit steigendem Ei-Phosphatidsauregehalt: 



Z-Ei-PhosphatidsSure 


17 


37 


50 


X-KDL 


24 


69 


65 



Beispiel 8 : 

a) Man 18st 0,1 g einer Mischung aus Ei-Lecithin und Cholesterin 
(Molverhaltnis 1:1) und 0,1 g Ei-Phosphatidsaure in 10 ml einer 
Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese Lbsung im Vakuum 
ein. Man dispergiert den filmartigen Ruckstand in 10 ml 0,01 N 
Natriumhydroxid-Losung durch fflnf Minuten langes Schiitteln bei Raum- 
temperatur, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Durch Zugabe 
von IN Salzsaure wird der pH-Wert der wSssrigen Phase auf ca. 7 ge- 
bracht. Man erhSlt eine leicht opaleszierende, wassrige Phase. 
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Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- : 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop anchgewiesen verden. In der elektronenmikroskopiucben Abbil- 
dung sind GUL und KUL zu erkennen. 

b) Analog Beispiel 8a) ItSst nan Proben unterechiedlichen Gehalts an 
Ei-Pbosphatidsaure, aber gleicber Menge an Ei-Lecithin und Cholesterin 
(insgesamt 10 mg Lipid) in je 0,5 ml einer Chloroform/Methanol Mischung 
(2:1) und dampft diese LBsungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils 
den Riickstand in je 1,0 ml einer 0,01 N Natriumhyroxid-Losung unter 
Scbutteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert 
der wassrigen Dispersion wird anscbliessend durch Zugabe von 0,1 N 
SalzsSure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betrHgt fur 
jede Probe mit steigendem Ei-PhospbatidsSuregehalt: 



%-Ei-PhospbatidsSure 10 


30 


50 


80 


%-KUL 4 


10 


20 


50 



Beispiel 9 : 

Man last 0,5 g Ei-Phosphatidsaure und 0,5 g Dimyristoyl lecithin in 
10 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese L6sung 
im Vakuum ein. Man dispergiert den filmartigen Riickstand in 50 ml 
einer 0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schtitteln, wobei sich ein 
pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der vSssrigen Dispersion 
wird anschliessend durch Zugabe von 0,1 N SalzsSure auf ca. 7 bis 8 
gesenkt. Die Ausbeute an KUL betrSgt 36 X. 

Beispiel 10 : 

Man stellt analog Beispiel 9 Liposomengemische bestehend aus 0,5 g 
Ei-Phosphatidsaure und jeweils 0,5 g Dipalmitoyllecithin oder 
Distearoyllecithin her. Die Ausbeute an KUL betragt 10 I. 
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Beispiel 11 : 

Han stellt analog Beispiel 9 ein Liposomengemiach bestehend aus 0,5 g 
DipalmitoylphosphatidsSure und 0,5 g Ei-Lecithin her. Die Ausbeute 
an KUL betrMgt 10 Z. 

Beispiel 12 ; 

Man lost 5 mg Lysolecithin und 5 mg Ei-Lecithin in 1 ml einer Chloro- 
fonn/Methanol Mischung (2:1) und damp ft diese LBsung im Vakuum ein. 
Man dispergiert den filmartigen RUckstand in 1 ml destilliertem 
Wasser durch ftinf Minuten langes Schiitteln, wobei sich ein pH-*ert von 
ca. 5 - 7 einstellt. Zur Bildung von unilamellaren Liposomen gibt man 
anschliessend zur wassrigen Dispersion bei Raumtemperatur unter Kontrol- 
le mit einem pH-Meter soviel 0,1 N Salzsgure, bis der pH-Vert der 
wassrigen Phase auf 0,5 abgesunken ist. Durch Zugabe von 0,1 N Natrium- 
bydroxidlBsung erhSht man anschliessend den pH-Wert auf 7. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung sind KUL und GUL zu erkennen. Die Ausbeute an KDL betragt 50 Z. 

Beispiel 13 ; 

Man stellt analog Beispiel 12 ein Liposomengemisch bestehend aus 5 mg 
Phosphatidyl-2-[N,»-dimethyl-N-(2-H' ,N' ,N'-trimethylammonioathyl)- 
ammonio]-athylchlorid, dessen Herstellung in Knight C.G., Liposomes, 
Elsevier 1981, Kapitel 3, beschrieben ist, und 5 mg Ei-Lecithin her. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung. sind KUL mit einem Durchmesser von 250 A und GUL mit einem Durch- 
messer von ca. 600 - >10,000 A zu erkennen. Die Ausbeute an KUL be- 
tragt 50 Z. 
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Belspiel 14 ; 

Man lost 5 mg (6,67 mM) Ei-Lecithin und 5 mg (9,5 n*f) nattirliches 
Lysophosphatidylglycerin in 1 ml einer Chlorof orm/Methanol Mischung 
(2:1) und dampft diese Losung im Vakuum im Rotationsverdampfer ein. 
Man dispergiert den filmartigen Ruckstand in 1 ml destilliertem Wasser 
durch funf Minuten langes SchUtteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 
5 einstellt. Anschliessend wird der pH-Wert der wSssrigen Dispersion 
mit 0,1 N Natriumhydroxid-LSsung unter Kontrolle mit einem pH-Meter 
auf ca. 8 eingestellt. 

Die erfolgte Bildung von unilamellar en Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen 
Abbildung sind KUL und GDL zu erkennen. Die Ausbeute an KUL betragt 
ca. 35 %. 

Beispiel 15 : 

Man lost 6 mg (8,00 mM) Ei-Lecithin und A mg (8,0 nM) nattirliches 
Lysophosphatidylserin in 1 ml einer Chloroforra/Methanol Mischung (2:1) 
und dampft diese LSsung im Vakuum im Rotationsverdampfer ein. Man 
dispergiert den filmartigen ROckstand in 1 ml destilliertem Wasser 
durch fiinf Minuten langes Schutteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 6 
einstellt. Anschliessend wird der pH-Wert der w3ssrigen Dispersion mit 
0,1 N-Natriumhydroxid-L5sung unter Kontrolle mit einem pH-Meter auf 
ca. 8 eingestellt. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung sind KUL und GUL zu erkennen. Die Ausbeute an KUL betragt ca. 
20 Z. 



- 32 - 



0088046 



Beispiel 16 : 

Man 18st 5 mg (6,67 n*0 Ei-Lecithin und 5 mg (10,0 eM) Lysophosphatid- 
ylinositol in 1 ml einer Chlorof orm/Methanol Mischung (2:1) und dampft 
diese Lostmg im Vakuum im Rotationsverdampfer ein. Man dispergiert 
den filmartigen RUckstand in 1 ml destilliertem Wasser durch funf 
Minuten langes Schiitteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 6 einstellt. 
Anschliessend wird der pH-Wert der wSssrigen Dispersion tnit 0,1 N 
Hatriumhydroxid-Losung unter Kontrolle mit einem pH-Meter auf ca. 7 
eingestellt. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung sind KDL und GUL zu erkennen. Die Ausbeute an KUL betrSgt ca. 
40 Z. 

Beispiel 17 : 

a) Man 16st 0,5 g Monoolein (9-cis-0ctadecenoylglycerol) und 0,5 g 
Ei-PhosphatidsSure in 20 ml einer Chlorof orm/Methanol Mischung (2:1) 
und dampft diese LSsung im Vakuum ein. Man dispergiert den filmartigen 
Riickstand in 100 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid-L6sung durch fiinf 
Minuten langes Schiitteln bei Raumtemperatur, wobei sich ein pH-Wert 
von ca. 12 einstellt. Durch Zugabe von 1 N Salzsaure wird der pH-Wert 
der wassrigen Phase auf ca. 7 gebracht. Man erhSlt eine leicht opales- 
zierende, wSssrige Phase. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung sind GUL und KUL zu erkennen. 
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b) Analog Beiepiel 17a) l&6t roan Proben unterschiedlichen Gehalts an 
Ei-PhoBphatidsSure und an Monoolein (totale Lipidmenge ■ 10 mg) in je 
0,5 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und daxnpft diese 
LBsungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den Rtickstand in je 
1 ml einer 0,01 N Natriumhyroxid-LBsung-. unter Schtitteln, wobei sich 
ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der wSssrigen Dispersion 
vird anschliessend durch Zugabe von 0,1 N Salz6fiure auf ca. 7 bis 8 
gesenkt. Die Ausbeute an KUL betrSgt fiir jede Probe mit steigendem 
Ei-PhosphatidsMuregehalt : 



%-Ei-PhosphatidsMure 20 


30 


50 


80 


%-KUL 10 


17 


26 


45 



Beispiel 18 ; 

Analog Beispiel 17a) Idst man Proben unterschiedlichen Gehalts an 
Ei-Phosphatids&ure und Monorayristin (gesamte Lipidmenge: 10 mg) in je 
0,5 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese 
Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den Rtickstand in je 
1 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid-Lbsung unter Schutteln, wobei sich 
ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der wassrigen Dispersion 
wird anschliessend durch Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 bis 8 
gesenkt. Die Ausbeute an KUL betrSgt fur jede Probe mit steigendem 
Ei-Phosphatidsauregehalt : 



Z-Ei-PhosphatidsHure 


30 


50 


80 


%-KUL 


9 


18 


38 



Beispiel 19 : 

a) Man stellt analog Beispiel la) und lb) ein Liposomengemisch be- 
stehend aus Ei-Phosphatidsaure her, wobei man eine Ausbeute bis 
zu 66 % KUL erhalt. Um den Anteil an GUL im Liposomengemisch zu er- 
h6hen, setzt man zur dispersen Phase, welche frisch hergestellt uni- 
lainellare Liposomen enthalt, 0,5 molare Kochsalzlosung hinzu. Mit zu- 
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nehmender NaCl-Konzentration in der dispersen Phase sinkt der Anteil 
an KUL: 



[NaCl] in Mol/1 


0 


0,2 


0,3 


0,4 


0,5 


0,6 


0,75 


0,95 


Z-KUL 


66 


64 


50 


40 


30 


23 


15 


11 



b) Om den Anteil an GUL in Liposomengemisch zu erhohen, setzt man zur 
dispersen Phase, welche frisch hergestellte unilamellare Liposomen 
bestebend aus reiner Ei-Phosphatidsaure enthalt, 0,5 molare Kalium- 
chloridlosung hinzu. Mit zunehmender KCl-Konzentration in der disper- 
sen Phase sinkt der Anteil an KUL: 



[KCl] in Mol/1 


0 


0,2 


0,4 


0,5 


0,63 


Z-KUL 


66 


63 


50 


50 


36 



Beispiel 20 t 

Man lost 40 mg Dipalmitoylphospbatidylcholin und 20 mg Ei-Phosphatid- 
saure in 5 ml reinem tert.-Butanol bei 60 8 . Durch Eintauchen des 
Kolbens in eine Kaltemischung aus Methanol-Trockeneis friert man 
die Losung ein. Man entfernt das tert.-Butanol in einem Gefriertrockner 
und erhalt so einen homogenen Schaum von Lipiden. Anschliessend 
dispergiert man in Wasser durch hef tiges Schutteln. Zur Bildung von 
unilamellaren Liposomen gibt man bei Raumtemperatur unter Kontrolle 
mit einem pH-Meter soviel 0,1 N-Natnonlauge, bis der pH-Wert auf ca. 
8 ansteigt. Durch Zugabe von Phosphatpufferlosung stellt man an- 
schliessend den pH-Wert der vassrigen Phase auf ca. 7 ein. Man erhMlt 
eine leicht opaleszierende, wMssrige Phase. Die gebildeten Liposomen 
Bind im Elektronenoikroskop erkennbar und habeneinen Durcbmesser von 
200 - 10,000 A. 
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Beispiel 21 : 

Man lU6t 3,0 mg eines in der Tabelle genannten Lipids und 7,0 mg 
Ei-Lecithin in 1 ml einer Chlorof orm/Methanol Mischung (2:1) und 
dampft diese LBsung ein. Man dispergiert den filmartigen RUckstand 
in 1 ml destilliertem Wasser, wobei sich ein pH-Wert von ca. 6-10 
einstellt. Anschliessend erhoht man den pH-Wert der wfissrigen Phase 
durch 2ugabe von 0,1 K Natriumhydroxid-L8sung auf ca. 8. Die erfolgte 
Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Beispiel la) spektro- 
6kopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronenmikroskop nachge- 
wiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbildung 6ind GUL 
und KUL zu erkennen. Die Ausbeute an KUL ist in der Tagelle angegeben: 



Tabelle: 



Lipid 


Konzentration 
des Lipids 
[mM/1] 


Ausbeute 
[X KUL] 


2-HydroxySthyl-3-palmitoyloxyphosphat 


6,52 


40 


2-Methyl-2-palmitoyloxypropylhydrogen- 
phosphat 


6,76 


60 


3-Cetyloxyprcpyl-2-hydroxyathylphosphat 


6,73 


35 


2-Br oma thy 1- ce tylpho spha t 


6,63 


55 


n-Eicosyl-2, 3- (2, 2-propylen)-dioxypro- 
pylphosphat 


5,84 


40 


3-Stearyloxypropylhydrogenphosphat 


5,98 


55 


2 , 3-Dihydroxypropy l-myris tylphosphat 


7,69 


40 


3-Cetyloxypropylhydrogenphosphat 


7,46 


20 


2,3-Dihydroxypropyl-n-eicosylphosphat 


6,33 


7 


Cholestery 1-2 , 3-dihydroxypropyl- 
phosphat 


5,18 


70 


Cetyl-2,3-dihydroxypropylphosphat 


7,18 


20 


Aethyl-3-stearoyloxypropylphosphat 


6,36 


40 
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Beispiel 22 ; 

Analog Beispiel 1-20 kann roan unilamellare Liposomen aus MyristinsMure 
und Ei-Lecithin, MyristinsSure und Ei-Kephalin, Oelsaure und 
Ei-Lecithin, Oelsaure und Ei-Kephalin, Dimyristoylphosphatidsiiure 
und Dimyristoyllecithin, Dipalmitoylphosphatidsaure und 1-Palmitoyl- 
2-oleoyllecithin, l-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidsliure und Dipalmitoyl- 
lecithin, l-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidsaure und l-Palmitoyl-2- 
oleoyllecithin, Ei-LysophosphatidsSure und Ei-Lecithin, 1-Myristoyl- 
lysophosphatidsaure und 1-Palmi toy 1-2-oleoyl lecithin, 1-Paimitoyl- 
lysophosphatidsaure und l-Palmitoyl-2-oleoyllecithin, Lysophosphatidyl- 
serin aus dem Rinderhin und Ei-Lecithin, 1-Palmitoyl-lysophospatidyl- 
serin, l-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylserin und l-Palmitoyl-2-oleoyl- 
lecithin und Lysophosphatidylserin aus dem Rinderhirn und Ei-Kephalin 
herstellen. 

Beispiel 23 : 

2 mg Hydrocortison-21-palmitat, 40 g Ei-Lecithin und 
20 mg Ei-phosphatidsSure werden in 5 ml tert.-Butanol gelBst, durch 
ein 0,2 pi-Filter sterilfiltriert, in eine 25 ml Viale gefullt, 
durch Eintauchen der Viale in eine Trockeneis/Aethanol-Kaltemischung 
gefroren und lyophylisiert. Man versetzt den entstandenen Schaum mit 
5 ml sterilem destilliertem Wasser und dispergiert durch 10 Minuten 
langes Schiitteln. Durch Zugabe von 0,1 N sterilfiltrierter Natronlauge 
bringt man den pH-Wert auf 10,5 und lSsst eine Minute lang stehen. 
Anschliessend setzt man 0,5 ml eines 10-fachen Konzentrates von phos- 
phatgepufferter isotonischer Kochsalzlosung von pH 7,4 (PBS fur 
Injektionszwecke) zu. Die so erhaltene Dispersion von unilamellaren 
Liposomen eignen sich zur Injektion in entzUndlich verSnderten Gelenk- 
kapseln. 

Beispiel 24 : 

0,1 mg N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-alanyl-2-(l' ,2'-di- 
palmitoyl-sn-glycero-3'-phosphoryl)-athylamid, 7 mg chromatographisch 
gereinigtes Lecithin aus dem Huhnereiweiss und 3 mg Ei-PhosphatidsMure 
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werden in 2 ml einer Chloroforra/Methanol Mischung (2:1) gelOst und 
im Vakuum eingedampft. Es bleibt ein klarer Lipidfilm zurtick. Man dis- 
pergiert diesen Film durch Zugabe von 2 ml sterilem destilliertem 
Wasser unter Umschwenken und setzt einen Tropfen 0,1 Z-iger Thymol- 
phthalein-LBsung hinzu. Zur Dispersion gibt man bis zum Farbumschlag 
0,1 N Natronlauge, worauf spontane Bildung von unilamellaren Liposomen 
erfolgt. Man puffert anschliessend sofort durch Zugabe von 0,2 ml 
eines 10-fachen Konzentrats von phosphatgepuf ferter isotonischer Koch- 
salzlosung (PBS fiir Injektionszwecke) den pH-Wert auf 7,4 ab. 

Die entstandene Dispersion eignen sich direkt zur Aktivierung von 
alveolSren Makrophagen in Zellkulturen oder in vivo in der Ratte. 

Beispiel 25 : 

0,15 g N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-alanyl-2-(l , ,2 t - 
dipalmitoyl-sn-glycero-S'-phosphoryD-Mthylamid, 27 g Ei-Lecithin mit 
97 7c Phosphatidylcholingehalt und 3 g Ei-Phosphatidsaure werden in 
einer Mischung von 200 ml Chloroform und 20 ml Methanol gelost, mit 
200 ml tert.-Butanol aufgefiillt und auf 180 ml eingeengt. Die LSsung 
wird mit einem 0,2 ym Filter sterilf iltriert , in einer Aethanol/Trocken- 
eis Mischung rasch gefroren und anschliessend gefriergetrocknet . Das 
durch Mahlung zerkleinerte Lyophilisat wird in 300 ml steril herge- 
stellte 0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter krSftigem Riihren einge- 
tragen. Nach vollstSndiger Dispersion wird die wSssrige Phase durch 
Zugabe von 0,1 n HC1 neutralisiert. Die erhaltene opaleszierende 
Dispersion wird in eine geruhrte Ultraf iltrationszelle (Araicon® ), 
eingefullt, die anstelle des Ultraf ilters rait einem geradporigen Filter 
aus Polcarbonat (Nucelopore ® ) mit einem Porendurchmesser von 0,1 urn 
versehen ist und partikelfrei gewaschen wurde, und unter geringem Ueber- 
druck und stetiger Zufuhr von sterilf iltrierter PufferlBsung nach 
Dulbecco (pH 7,4 ohne Ca und Mg) so f iltriert, dass das Vo lumen in der 
Zelle nicht unter 300 ml sinkt. Nach Durchtritt von 3 1 Filtrat sind 
alle GUL abgetrennt und die iiberstehende Dispersion an GUL kann 
ampulliert und fiir Behandlungsversuche eingesetzt werden. 
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Beispiel 26 : 

15 mg N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-alanyl^-Q' ,2'-di- 
palmitoyl-sn-glycero-S'-phosphoryO-athylamid, 0,6 g reines Ei-Lecithin 
und 2,4 g Ei-PhosphatidsSure verden in einer Mischung von 20 ml Chloro- 
form und 2 ml Methanol gelSst, durch ein 0,2 urn-Filter sterilfiltriert 
und an einem partikelfrei gewaschenen, Uber Sterilfilter entliifteten 
Rotationsverdampfer in einem 500 ml Rundkolben so eingedampft, dass die 
Lipidmischung als moglichst gleichmSssiger Film auf der Kolbenwaud 
trocknet. Nach Trocknung des Ruckstands uber Nacht im Hochvakuum werden 
30 ml steril hergestellte 0,01 N Natriumhydroxid-L8sung zugegeben, der 
Kolben verschlossen und 5 Minuten lang geschuttelt. Lie entstandene 
opaleszierende wassrige Phase wird durch Zugabe von steriler 0,1 N 
Salzsaure auf P H 7,4 gestellt. Nach Einfiillen in eine geriihrte 
Filterzelle (Totalvolumen 100 ml) gemass Beispiel 23 wird unter Zugabe 
von sterilem, partikelfrei filtriertem Wasser so lange filtriert, bis 
500 ml Filtrat gesammelt sind. Dieses Filtrat wird in eine geriihrte 
Filterzelle, die mit einem Ultrafilter, z.B. Amicon D 10 , bestiickt 
ist, kontinuierlich eingespeist und auf ein Volumen von 30 ml konzen- 
triert. Die konzentrierte Dispersion enthalt kleine, unilamellar 
Liposomen und kann nach Zugabe eines Konzentrats von Phosphatpuffer 
nach Dulbecco ( P H 7,4 ohne Ca und Mg) ampulliert und fur Behandlungs- 
versuche eingesetzt werden. 



0088046 

- 39 - 



Ansprliche 



1. Verfahren zur Herstellung von unilamellaren Liposomen, dadurch ge- 
kennzeichnet, daes man 

a) ein Lipid der Formel 

K (0) 
|3 n m 

V C V C ~ C V°~ P ~ 0 ~ R 4 ' (A) ' 

R 2 OH 

worin m null oder ein ist, einer der Reste R 1 und R 2 Wasserstoff, 
Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen und der andere Rest Alkyl, 
Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atoraen oder Acyloxy 
mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff oder Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen 
und R 4 Wasserstoff, Niederalkyl mit 1-7 C-Atomen, einen Kohlehydrat- 
rest mit 5-12 C-Atomen oder, wenn R x und * 2 Wasserstoff oder Hydroxy 
und Wasserstoff bedeuten, einen Steroidrest bedeuten, und ein 
geeignetes zusatzliches Lipid und/oder eine Fettsaure und ein geeigne- 
tes zusatzliches Lipid mit Ausnahme eines Sterins oder 

ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, R 1 und R^ unab- 
hSngig voneinander Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 
10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 und R^ Wasserstoff 
bedeuten und gegebenenfalls ein geeignetes zusatzliches Lipid 
in vassriger Phase rait einem pH-Wert grosser als 7 dispergiert, oder 



b) ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, einer der Reste 
R x und R 2 Wasserstoff, Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Atoir.en und 
der andere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 

C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R. Wasserstoff und R, durch 

J 4 
eine Ammoniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeuten, und gegebenen- 
falls ein geeignetes zusatzliches Lipid oder 
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ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, ^ und R 2 unabhan- 
gig voneinander Alkyl, Alkenyl oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atomen 
oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff und R 4 durch eine 
Ammonioniederalkylammoniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeutcn, 
und ein geeignetes zusStzliches Lipid in wassriger Phase mit einem 
pH-Wert kleiner als 7 dispergiert, und, venn notwendig, die wassrige 
Phase neutralisiert und, venn erwunscht, die erhaltichen unilamellaren 
Liposomen arireichert und/oder abtrennt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die wassrige Dispersion ein Lipid der Formel A, 
worin m eins ist, ^ Alkyl, z.B. n-Dodecyl (Lauryl), n-Tridecyl, 
n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentacedyl, n-Hexadecyl (Cetyl), n-Hepta- 
decyl oder n-Octadecyl (Stearyl), Alkoxy, z.B. n-Dodecyloxy (Lauryloxy), 
n-Tetradecyloxy (Myristyloxy) , n-Hexadecyloxy (Cetyloxy), oder . 
n-Octadecyloxy (Stearyloxy) , Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, 
Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R 2 Wasserstoff oder Hydroxy, R 3 Wasser- 
stoff oder Niederalkyl, z.B. Methyl, und R^ Wasserstoff, Niederalkyl, 
z.B. Methyl oder Aethyl, Niederalkyl substituiert durch saure und 
basische Gruppen, z.B. Carboxy und Amino, z.B. a,-Amino-u>-carboxy- 
niederalkyl, z.B. 2-Amino-2-carboxyathyl oder 3-Amino-3-carboxy-n- 
propyl, Hydroxyniederalkyl, z.B. 2-HydroxySthyl oder 2,3-Hydroxy- 
propyl, Niederalkylendioxyniederalkyl, z.B. 2,3-Aethylendioxypropyl 
oder 2,3-(2,2-Propylen)-dioxypropyl, Ralogennieder alkyl, z.B. 2-Chlor- 
oder 2-Bromathyl, einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atomen, z.B. 
Inosit, oder einen Steroidrest, z.B. ein Sterin, z.B. Cholesterin 
bedeuten, und ein zusatzliches Lipid der Formel A, worin ^ und R £ 
Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, 
R 3 Wasserstoff und R^ 2-Trimethylaramonioathyl oder 2-AminoSthyl bedeu- 
ten, enthalt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
wassrige Disperison ein Lipid der Formel A, worin Rj und R 2 Acyloxy, 
z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, 
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R 3 Wasserstoff und Wasserstoff bedeuten, und gegebenenfalle ein 
zusMtzliches Lipid der Fonnel A, worin Rj und R 2 Acyloxy, z.B. Lauroyl- 
oxy, Myristoyloxy, Palraitoyloxy Oder Stearoyloxy, R 3 Wasserstoff und 
R^ 2-TrimethylammonioMthyl, 2-AminoSthyl, Niederalkyl substituiert 
durch saure und basische Gruppen, z.B. Carboxy und Amino, z.B. 
OJ-Amino-UXcarboxyniederalkyl, z.B. 2-Amino-2-carboxyEthyl oder 
3-Amino-3-carboxy-n-propyl, oder einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Ato- 
men bedeuten, z.B. Inosil, oder ein Monoglycerid, z.B. Monoolein oder .1 
Monomyristin, oder ein Stearin, z.B. Cholesterin, enthSlt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die wSssrige 
Dispersion eine LysophospahtidsSure, z.B. 

eine nattirliche LysophosphatidsHure, z.B. Ei-Lysophospha- 
tidsaure, oder eine synthetische LysophosphatidsMure, z.B. 1-Lauroyl-, 
1-Myristoyl- oder l-PalmitoyllysophosphatidsSure, ein Lysophosphatidyl- 
serin,' z.B. ein naturliches Lysophosphatidylserin, z.B. Lysophosphatidyl- 
serin aus dem Rinderhirn, oder ein synthetisches Lysophosphatidylserin, 
z.B. 1-Myristoyl- oder 1-Palniitoyllysophosphatidylserin, ein Lysophos- 
phatidylglycerin oder ein Lysophosphatidylinositol und zusatzlich ein 
Lecithin, z.B. ein natiirliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, oder ein 
Lecithin mit gleichen Acyloxygruppen, z.B. Dirayristoyl- oder Dipalmi- 
toyllecithin, ein Lecithin mit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. 
1-Palmi toy 1-2-oleoylleci thin, oder zusStzlich ein Kephalin, z.B. ein 
naturliches Kephalin, z.B. Ei-Kephalin, oder ein Kephalin rait verschie- 
denen Acyloxygruppen, z.B. l-Palmitoyl-2-oleoylkephalin. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die vSssrige Dispersion eine natiirliche 

PhosphatidsSure, z.B. Ei-Phosphatidsfiure, eine synthetische Phosphatid- 
saure, z.B. Dilauroyl-, Dimyristoyl-, Dipalmitoyl- oder l-Palraitoyl-2- 
oleoylphosphatidsMure, und gegebenenfalls zusStzlich ein Lecithin, 
z.B. ein naturliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, ein Lecithin mit 
gleichen Acyloxygruppen, z.B. Dimyristoyl- oder Dipalmitoyllecithin, 
oder ein Lecithin mit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. l-Palmitoyl-2- 
oleoyllecithin, oder ein Kephalin, z.B. ein naturliches Kephalin, z.B. 
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Ei-Kephalin oder ein Kephalin tnit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. 
l-Palmitoyl-2-oleoylkephalin, oder ein Phosphatidylserin, z.B. ein 
natiirlicbes Phosphatidyl serin, z.B. Phosphatidyl serin aus dera Rinder- 
hirn, oder ein synthetisches Phosphatidylserin, z.B. Dipalmitoyl- 
phosphatidylserin, ein Monoglycerid, z.B. Monoolein oder Mononryristin, 
oder ein Sterin, z.B. Cholesterin, enthalt. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
wassrige Dispersion Ei-Phosphat ids Sure oder Ei-Phosphatidsaure und 
Ei-Lecithin enthalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die wMssrige 
Dispersion ErPhosphatidsaure, Ei-Lecithin oder Phosphatidylserin aus 
dem Rinderhirn en thai t. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
wassrige Disperison Asolectin enthalt. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die wassrige 
Dispersion Ei-Phosphatidsaure, Ei-Lecithin und Cholesterin enthalt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
wassrige Dispersion Lysolecithin und Ei-Lecithin enthalt. 

11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die wassrige 
Dispersion natiirlicbes Lysophosphatidyl serin und Ei-Lecithin enthalt* 

12. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass nan eine 
homogene Schicht der unter Verfahren a) genanftten Lipide in wassriger 
Phase dispergiert und anschliessend den pH-Wert his auf ca. 12 erhbht. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man den 
pH-Wert durch Zugabe von verdiinnter wMssriger Natriumhydroxid- oder 
Kaliuxnhydroxid-Losung erhbht. 
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14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, das a man eine 
homogene Schicht der unter Verfahren a) genannten Lipide in wMssri.gen 
Phasen mit einem pH-Wert grBsser als 7 dispergiert. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , dass man eine 
homogene Schicht der unter Verfahren a) genannten Lipide in verdiinnter, 
w2ssriger Natriumhydroxid- oder Kaliumhydroxid-LBsung dispergiert. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Schicht der unter Verfahren b) genannten Lipide in wSssriger 
Phase mit einem pH von ca. 1 dispergiert. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
wassrige Phase anschliessend durch Zugabe von physiologisch annehmba- 
ren SSuren, Basen oder Pufferlosung mit einem pH 7-8 neutralisiert. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
solche wSssrige Phase durch Zugabe von physiologisch annehmbaren 
Sauren oder Pufferlosung mit einem pH 7-8 neutralisiert, die man zuvor 
auf Werte hbher als pH 8 eingestellt hat. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
wSssrige Phase durch Zugabe von SalzsSure neutralisiert. 

20. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
solche wSssrige Phase durch Zugabe von physioloigsch annehmbaren Basen 
neutralisiert, die man zuvor auf Werte niedriger als pH 5 eingestellt 
hat. 

21. Die nach dem Verfahren gemass Anspruch 1 erhaltlichen unilamellaren 
Lip os omen, 

22. Verabreichungssystem auf Liposomenbasis fur verkapselte Wirkstoffe, 
hergestellt nach dem Verfahren gemass Pa tent anspruch 1. 
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23. Verabreichungssystem auf Liposomenbasis fOr verkapseltes 
N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-al anyl-2- ( 1 1 , 2 1 -dipalmi toyl - 
sn-glycero-3 f -phosphoro)-Hthylamid t hergestellt nach den Verfahren 
gemEss Patentanspruch 1. 

24. Phannazeutische Zusamnensetzung ent halt end ein Verabreichungs- 
system auf Liposomenbasis fur verkapselte Wirkstoffe gemSss Anspruch 
18, vermischt init pharmazeutisch vertrSglichen Zusatzstoff en. 

25. Verabreichungssystem gemMss Anspruch 22 zur Anwendung bei der Be- 
handlung des menschlichen oder tierischen Kbrpers. 

26. Phannazeutische Zusammensetzung gemass Anspruch 22 zur Anwendung 
bei der Behandlung des menschlichen oder tierischen KSrpers. 

27. Die Methode der Behandlung von Erkrankungen des menschlichen oder 
tierischen Korpers mit Verabreichungssystemen gemSss Anspruch 22. 



